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Acumulacion de mercurio (Hg) y alteraciones ce-
lulares en la glandula digestiva de ostras (Ostrea
edulis) contaminadas experimentalmente

Mercury (Hg) accumulation and cellular alterations in
the digestive gland of experimentally contaminated oys-
ters (Ostrea edulis)

Montserrat POQUET, Montserrat BIGAS y Merce DURFORT*

RESUMEN

En el presente estudio se han determinado los distintos niveles de concentracion de
mercurio en las branquias y la masa visceral de la ostra plana y los cambios inducidos
por el Hg en el epitelio de la glandula digestiva.

Ejemplares de Ostrea edulis procedentes de cultivos del delta del Ebro (Tarragona) se
han mantenido durante un periodo de 22 dias expuestos a concentraciones de 2,5, 5y
10 pg Hg/l. Los resultados de los andlisis realizados mediante espectrometria de absor-
cién atomica muestran una incorporacién del contaminante en los tejidos de la ostra que
se incrementa en funcién del tiempo. El estudio estructural y ultraestructural de la glan-
dula digestiva indica un incremento del contenido lisosémico de las células epiteliales y
una disminucion de las reservas de glucégeno y lipidos en el tejido intersticial de la glan-
dula. La capacidad de retencién del contaminante en los tejidos de la ostra y las altera-
ciones intracelulares detectadas indican que las dosis de contaminante utilizadas no
deberian afectar a la viabilidad de las ostras estudiadas.

ABSTRACT

The present study attempt is to determine the levels of concentration of mercury in diffe-
rent organs of the flat oyster and to describe possible changes induced in the epithelium
of the digestive gland.

Specimens of Ostrea edulis were collected from cultivations in the Ebro Delta (Tarra-
gona) and exposed to concentrations of 2.5, 5 and 10 ug Hg/l for 22 days. Results of
atomic absorption spectrometry indicate that contaminants steadily incorporate in the
oyster tissues. The structural and uitrastructural study of the digestive gland shows an
increase in lysosomal contents in epithelial cells and a decrease in glycogen and lipids in
the interstitial connective tissue of the gland. The ability to sequestrate contaminants in
oyster tissues and the subcellular alterations detected indicate that the doses of contami-
nant used might not affect the viability of the studied flat oysters.

PALABRAS CLAVE: Ostrea edulis, Hg, gldndula digestiva, glucégeno.
KEY WORDS: Ostrea edulis, Hg, digestive gland, glycogen.

* Unitat de Biologia Cel.lular. Departament de Bioquimica i Fisiologia. Universitat de Barcelona. Av.
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INTRODUCCION

La capacidad de los moluscos bival-
VOs para incorporar y concentrar en sus
tejidos cantidades importantes de meta-
les traza potencialmente téxicos han
motivado numerosos frabajos de inves-
tigacion, que han intentado dilucidar los
mecanismos implicados en dichos pro-
cesos de bioacumulacion. En este sen-
tido, especies como Mytilus edulis consti-
tuyen excelentes indicadores de la con-
taminacién del medio acudtico (BROOKS
Y RuMsBY 1965; AMIARD, METAYER,
BAUD Y RIBEYRE, 1991).

La importancia econémica de los
moluscos, su situacion dentro de la
cadena tréfica y las ventajas que supone
disponer de buenos indicadores frente a
los costosos y a veces dificiles analisis
de aguas y sedimentos (PHILLIPS Y
SEGAR, 1980), hacen que estos estudios
sean aun en la actualidad, un tema
vigente y de gran importancia. Por otro
lado, la contaminacion del medio acua-
tico es un proceso continuo debido tanto
a aportaciones habituales (vertidos
industriales y residuos de las grandes
ciudades), como a situaciones que no
por ser puntuales revisten menos grave-
dad, como los accidentes de buques
petroleros, que originan las mareas
negras.

Existe una gran diversidad de com-
portamiento entre las diferentes especies
frente a la captacion de contaminantes e
incluso se hallan variaciones en una
misma especie respecto a distintos
metales. Esta variabilidad puede ser utili-
zada para disefiar programas de control
del medio ambiente empleando los orga-
nismos mds adecuados como indicadores
bioldgicos. Dentro de los moluscos bival-
vos, las ostras y los mejillones han sido
ampliamente utilizados como organis-
mos bioindicadores, debido a su amplia
distribucién geogrdfica y a su capacidad
de bioacumulacién de distintos tipos de
contaminantes (GOLDBERG, BOWEN,
FARRINGTON, HARVEY, MARTIN, PARKER,
RISEBROUGH, ROBERTSON, SCHNEIDER Y
GAMBLE, 1978; TAVARES, ROCHA, PORTE,
BARCELO Y ALBAIGES, 1988). El interés del
Hg como contaminante reside en su utili-
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zacion en distintas industrias, ya sea en la
utilizacién de combustibles fésiles que
liberan mercurio directamente a la
atmosfera, o vertidos directamente al
medio acuatico en las plantas papeleras o
en las manufacturas quimicas. El Hg
también ha sido utilizado como fungicida
en tratamientos de semillas, aunque este
proceso ha ido disminuyendo en los
ultimos anos (VON BURG Y GREENWOOD,
1991).

Su importancia como agente tdxico,
conocida ya desde la antigiiedad, se
puso de relieve a raiz de distintos acci-
dentes con graves consecuencias para la
poblacién. El mds conocido es, sin duda,
el ocurrido en Minimata (Fujiki v
TAnMA, 1992) aunque, posteriormente,
se dieron otros casos: Iraq (GREENWOOD,
1985). En todos ellos, el denominador
comun fue el consumo de alimentos
previamente contaminados, principal-
mente peces y moluscos, aparente-
mente, en buen estado.

La importancia de los efectos téxicos
del mercurio aumenta debido a la exis-
tencia de distintas formas quimicas,
cada una de ellas con distintos efectos,
siendo los mas conocidos los transtor-
nos neuro y embriotdxicos causados por
las formas organicas (metilmercuriales).

El objetivo de este estudio reside en
la determinacion de las concentraciones
de HgCl2, que permitan detectar una
acumulacién significativa de mercurio
en distintos intervalos de contaminacion
y posibles alteraciones celulares en la
glandula digestiva de la ostra plana.

MATERIAL Y METODOS

Los ejemplares de Ostrea edulis estu-
diados, proceden del Maresme (Barce-
lona) aunque su posterior desarrollo y
engorde ha tenido lugar a unos 120 km,
en el delta del Ebro (Tarragona). Los
individuos, de ambos sexos, dos afos de
edad y un peso seco medio de 0,8 = 0,1g,
se han sometido a un periodo de aclima-
tacién de 8 dias para contrarrestar los
efectos del cambio brusco que supone
pasar de un ambiente natural con una
nutricién multiespecifica a una situacién
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Tabla I. Condiciones experimentales de los dos bioensayos.
Table I. Experimental conditions of the two bioassays.

BIOENSAYO |

BIOENSAYO |

acuario A: control
acuario B: 2,5 pg HgCl2/I
acuario C: 5 ug HgCl2/I
acuario D: 10 ug HgCl2/I

acuario A1: control
acuario A2: control
acuario B1: 5 pug HgClz/|
acuario B2: 5 pg HgCl/I

controlada. Los cinco primeros dias se
sometieron a ayuno con el fin de estabi-
lizar sus condiciones fisiologicas.

Se han llevado a cabo dos bioensa-
yos, utilizando en cada uno de ellos 44
individuos distribuidos en cuatro gru-
pos. Las condiciones experimentales se
muestran en la Tabla L.

Las ostras seleccionadas se colocaron
en acuarios de vidrio en el interior de
una cesta de material pléstico, con un
volumen de agua proporcional al
numero de individuos, a razén de 1
individuo/1.

Se ha utilizado agua de mar natural
proporcionada por el Parque Zooldgico
de Barcelona con una salinidad del or-
den de 38%o y una temperatura media
de 20 °C.

Las ostras han sido alimentadas me-
diante un preparado comercial del alga
cianoficea Spirulina (Espirulina, BI12.
SANTIVERI). La dosis suministrada fue
de 0,25 g/individuo/dia, aunque poste-
riormente se redujo debido a que el
agua utilizada era rica en diatomeas, al
no haber sido previamente filtrada.

Contaminacion experimental: Am-
bos estudios se han realizado durante
los meses de mayo y junio (1992). La
fase de contaminacién se inicié tras
finalizar el periodo de aclimatacién (8
dias).

El mercurio ha sido introducido
como sal, HgClz, disuelta en agua desti-
lada ligeramente acidificada, sin que su
adicién variara de forma significativa el
pH y salinidad del agua de los acuarios.
Las concentraciones utilizadas se indi-
can en la Tabla I.

Con el fin de no interferir con la con-
centracién experimental del contami-
nante, no se utilizaron filtros y por tanto
el agua tuvo que ser renovada diaria-
mente.

En ambas experiencias, se establecie-
ron cuatro tiempos para la toma de
muestras: to al final del periodo de acli-
matacion, y t1, t2, t3, a los 7, 13, y 18 dias
de exposicion al Hg para el primer bio-
ensayo y 8, 15, y 22 dias para el segundo
(Tablas II y III). En cada caso se tomaron
de dos a cuatro individuos por condi-
cién experimental y por tiempo.

Espectrometria: Se ha estudiado la
acumulacién de Hg en branquias y en el
resto del cuerpo (masa visceral) de
forma independiente. Los odrganos
fueron aislados en el momento de la
toma de muestras y congelados hasta su
procesamiento.

Las muestras de tejido fresco (aprox.
0,6 g) fueron sometidas a una digestion
con 2,5 ml de dcido nitrico (Suprapur)
en bombas de teflén, a 125 °C durante
dos horas.

La cuantificacién se ha llevado a
cabo mediante espectrometria de absor-
cién atémica (Espectrometro PHILIPS
PV9200), en los Servicios Cientifico-Téc-
nicos de la Universidad de Barcelona,
adoptando la técnica del vapor frio,
especifica de elementos altamente vold-
tiles, como el mercurio.

Microscopia éptica: Individuos con-
trol y contaminados (to, t4), fueron fija-
dos in toto con formaldehido al 10% e in-
cluidos en parafina. Los cortes de 7um
fueron tefiidos rutinariamente con he-
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Tabla II. Primer bioensayo. Mercurio acumulado en ug/g peso seco (ppm) en branquias (arriba)
y masa visceral (abajo).

Table I1. First bioassay. Accumulated mercury in ug/g dry weight (ppm) in gills (up) and visce-
ral mass (down).

Tiempo (dias) control 2,5 pyg HgClz/l 5 pg HgClz/l 10 pg HgClz/l

Branquias

0 1,196 1,196 1,196 1,196
7 0,788 4,872 10,122 23,147
13 2,694 17,963 23,370 22,581
18 3,039 26,778 52,692 61,452
Masa Visceral

0 0,897 0,897 0,897 0,897
7 0,888 2,776 10,380 10,846
13 1,474 11,570 29,321 24,735
18 1,844 13,169 26,994

17,660

Tabla III. Segundo bioensayo. Mercurio acumulado en ug/g peso seco (ppm) en branquias
(izquierda) y masa visceral (derecha).

Table II1. Second bioassay. Accumulated mercury in ug/g dry weight (ppm) in gills (left) and
visceral mass (right).

Tiempo (dias) control 5 pgHgCl2/I control 5 ugHgClz/|
Branquias Masa Visceral
1 1,262 1,262 0,923 0,923
8 1,189 9,160 0,740 4,807
15 1,040 16,415 0,753 9,208
22 1,228 24,208 0,927 8,186

matoxilina-eosina o bien mediante el
método de Mallory. Las observaciones
se han llevado a cabo con un microsco-
pio OLYMPUS CH2.

Microscopia electronica: Fragmentos
de branquias y glandula digestiva, de los
mismos individuos procesados para es-
pectroscopia, fueron prefijados durante
dos horas a 4 °C con una mezcla de glu-
taraldehido 2,5% - paraformaldehido
2%, tamponada con cacodilato sédico.
Después de un cuidadoso lavado con la
misma solucién tampén, fueron someti-
dos a una postfijacién con tetradxido de
osmio al 1%. La inclusidn, previa deshi-
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dratacion con acetona, se efectud en re-
sina Spurr (SPURR, 1969).

Los cortes semifinos han sido habi-
tualmente tenidos con azul de metileno-
bdrax 1%. Las secciones ultrafinas, reco-
gidas en rejillas de Cu fueron sometidas
a un contrastado rutinario con acetato
de uranilo y citrato de plomo, segtn la
técnica de REYNOLDS (1963). Para evi-
denciar el glucégeno, algunos cortes
ultrafinos se contrastaron con la técnica
de THIERY (1967). Las observaciones se
han realizado con un microscopio elec-
trénico de transmisién, PHILIPS-301 de
los Servicios Cientifico-Técnicos de la
Universidad de Barcelona.
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Figura 1. Representacion grifica de los datos obtenidos en el primer bioensayo. En ordenadas fi-
gura la cantidad de mercurio acumulada en ug/g peso seco (ppm) y en abscisas, el tiempo en dias.
A: resultados pertenecientes a las branquias; B: resultados pertenecientes a la masa visceral.
Figure 1. Graphic results of data from the first bioassay. Ordenates show the Hg acuulated
quantity in ug/g dry weight (ppm), abscises time in days. A: gills data; B: visceral mass data.

RESULTADOS

No se ha observado mortalidad sig-
nificativa a lo largo del periodo experi-
mental, para ninguna de las concentra-
ciones utilizadas.

Niveles de Hg: Los resultados del
primer bioensayo (Tabla II), confirman el
proceso de acumulacién del mercurio.

Vemos que la cantidad de Hg acumulada
en las branquias es siempre superior a la
encontrada en la masa visceral.

En la Figura 1A, se observa como el
proceso de acumulacién del mercurio en
las branquias sigue una tendencia expo-
nencial, en todas las condiciones experi-
mentales utilizadas, excepto en tz, 10
ug/1, debido seguramente, al mal estado
de alguno de los individuos analizados.
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Se observa, ademds, que en ninguno de
los casos parece llegarse a un punto de
saturacion.

Sin embargo, el comportamiento en
la masa visceral (Fig. 1B) es distinto. La
cinética inicial sigue siendo exponencial,
pero a partir del decimotercer dia se ini-
cia un descenso en el ritmo de incorpora-
cién del Hg en estos tejidos, lo que nos
llevé a pensar que serian los érganos in-
ternos los que de algiin modo marcarfan
la pauta de la cantidad maxima acumu-
lable por individuo.

Esta idea, junto con el hecho de que
la mayor disminucién se produjo con la
concentracién de contaminante interme-
dia, 5 mg/1, hizo que nos decidiéramos
por esta condicion experimental para el
segundo bioensayo.

Los datos referentes a este segundo
bioensayo se muestran en la Tabla III. En
este caso los acuarios 1y 2 de cada con-
dicién experimental fueron utilizados
como réplicas.

En las Figuras 2A y 2B, vemos que se
confirman tanto la incorporacion, creciente
alo largo del tiempo, como la mayor acu-
mulacién de Hg. En las branquias, sin
embargo, hay importantes diferencias, en
relacién al primer bioensayo. En primer
lugar, las cantidades acumuladas son muy
inferiores y, en segundo término, la acu-
mulacién sigue una cinética lineal (r=
0,9998). Por otra parte, sigue mantenién-
dose la diferencia entre branquias y masa
visceral de forma que, en esta ultima, a
partir del decimotercer dia se inicia un
descenso en el ritmo de incorporacién.

El comportamiento diferente de los
dos bioensayos podria explicarse me-
diante la variacion de la temperatura que
tuvo lugar durante el segundo experi-
mento (Figs. 2A, B). De hecho, los datos to
y t1 de los dos bioensayos no varian. Las
diferencias se hacen marcadamente impor-
tantes a partir de que la temperatura des-
ciende hasta los 11 °C, lo que supone una
variacién de 10 °C en sélo un dia (teniendo
en cuenta que la temperatura se media en
el momento de cambiar el agua la varia-
cién real podria haber sido mayor).

Alteraciones celulares: La observa-
cién de los cortes en parafina, de indivi-
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duos control y de individuos sometidos a
contaminacion (ts) no permiten detectar
alteraciones notables en los distintos 6r-
ganos. Sin embargo, si hay pequetias di-
ferencias, especialmente a nivel de la
glandula digestiva, que podrian caracte-
rizar un grado incipiente de contamina-
cién, teniendo en cuenta que los analisis
cuantitativos realizados mediante espec-
troscopia confirman la acumulacién de
cantidades importantes de contaminante.

En los individuos control se aprecia
la configuracién tipica de la glandula
digestiva de estos bivalvos. Los tibulos
que constituyen la mayor parte del
tejido glandular se hallan rodeados por
un tejido conjuntivo intersticial laxo y
bien estructurado. El revestimiento de
cada uno de los tiibulos estd formado
por un epitelio seudoestratificado de
células prismdticas y polarizadas con el
nticleo en la zona basal (Figs. 3A, B).

En los individuos contaminados, se
detecta una importante desorganizacion
del tejido conjuntivo intersticial, y se
observa la presencia en el mismo de
células con un alto contenido residual, que
corresponden a «células pardas», que no
hemos hallado en los individuos control.

A nivel de los tibulos de la glandula
se aprecia una marcada reduccion de la
altura del epitelio y del didmetro de los
mismos. En la zona apical de las células
digestivas se observan dilataciones con
voluminosas vacuolas, posiblemente de
cardcter lisosémico (Fig. 3C).

La observacion de los cortes semifi-
nos tenidos con azul de metileno
permite identificar los dos tipos celula-
res que constituyen el epitelio de los
tiibulos de la glandula digestiva: células
baséfilas y células digestivas (Fig. 3D).
En dichos cortes se ponen de manifiesto
algunas diferencias entre los distintos
individuos estudiados: en los indivi-
duos control, el tejido intersticial que
rodea a los tibulos es rico en material
de reserva finamente granular, asi como
en gotas lipidicas, que se ponen de
manifiesto por su metacromasia con el
azul de metileno (Fig. 3E). En los indivi-
duos contaminados se observa una dis-
minucién drdstica de dichas reservas
(Fig. 3F).



POQUET ET AL.: Acumulacion de Hg y alteraciones celulares en ostras contaminadas

ug Hg/g Peso seco

24

~20

—16

—12

(D,) BanieIOdWa |

Hg Hg/g Peso seco

24

~20

16

12

(D,) Bameradwa |

T
12

18 24

Tiempo (dias)

—@— control

—95— 5ug HgCI2/I

Figura 2. Representacion grifica de los datos correspondientes al segundo bioensayo. En el eje
de ordenadas izquierdo se representa la cantidad de mercurio acumulado en ppm y en el dere-
cho la temperatura en °C; en abscisas se representa el tiempo en dias. A: resultados en bran-

quias; B: resultados de la masa visceral.

Figure 2. Graphic results of data from the second bioassay. Left ordenates show the Hg acu-
mulated quantity in ppm, right ordenates show temperature in °C; abscises time in days. A: gills

data; B: visceral mass data.

En los individuos control, las células
baséfilas presentan una distribucion
homogeénea del reticulo endoplasmatico
(Fig. 4D) en la periferia del ntcleo y
muy escasos lisosomas y granulos de
secrecion en la zona apical. Ambos tipos
celulares presentan cilios y escasos
microvilli, si bien las células digestivas
se diferencian por la dilatacién de la

region apical debido al incremento del
nimero de lisosomas. En ambos tipos
celulares los ntcleos presentan una
heterocromatina regularmente distri-
buida y un prominente nucléolo. En la
region basal de ambos tipos celulares se
aprecian invaginaciones de la mem-
brana (Figs. 4B, D), que ocasionalmente
pueden englobar algunas mitocondrias.
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El tejido conjuntivo intersticial se halla
en estrecho contacto con la lamina basal
del epitelio que reviste los tibulos (Fig.
4A). En los individuos control se aprecian
numerosas inclusiones lipidicas distri-
buidas en la zona mds periférica de la
célula. Asimismo, se detecta un elevado
contenido en glucdégeno que se pone de
manifiesto con la técnica de Thiéry
(THIERY, 1967) (Figs. 4B, C). Las células
digestivas de los tibulos presentan un
contenido en glucégeno mads bien escaso.

En los ejemplares sometidos a 21 dias
de contaminacién se observa un incre-
mento en el nimero y tamano de los liso-
somas de las células digestivas (Fig. 4E)
respecto a los individuos control (Fig. 4D).
A nivel del nucleo se observa una distri-
bucién mds laxa de la heterocromatina,

algunas dilataciones en la envoltura
nuclear y, en algunos casos, fragmenta-
cién del material nucleolar. Unicamente
escasas células presentan estadios avan-
zados de necrosis. En los cortes ultrafinos
el tejido conjuntivo intersticial revela una
disminucién notable del contenido de glu-
cégeno y lipidos, lo que le confiere un
aspecto laxo caracteristico.

DISCUSION

Los resultados obtenidos ponen de
manifiesto la capacidad O. edulis para
alcanzar niveles de 50 a 60 ppm de Hg
(peso seco), después de un intervalo de
contaminacion de 18 dias, a concentra-
ciones de 5 y 10 ug de HgCl2/], sin que

(Pagina derecha). Figura 3. A: corte de parafina de la glandula digestiva de un individuo
control. en el que se aprecia la textura del tejido conjuntivo intersticial (T) y la distribucién en
el mismo de los tibulos de la glandula (Gd) y vasos hemolinfaticos (v). (H/E). B: detalle de los
tibulos de la gldndula digestiva, def mismo ejemplar. Se observa el epitelio seudoestratificado
(ep) y las distintas configuraciones que adoptan la luz de los tibulos (L). (H/E). C: corte de
parafina de glandula digestiva de un individuo sometido a Smg de HgCl2 durante 21 dias. Se
aprecia una clara desestructuracion del tejido conjuntivo intersticial (T) y la presencia en el
mismo de células con un alto contenido residual (célula parda: cp). Nétese la aparicién en la
zona apical de las celulas de los tibulos, de grandes lisosomas (flecha). (H/E). D: corte semi-
fino de la gldndula digestiva de un individuo control, donde se ponen de manifiesto los dos
tipos celulares que componen el epitelio, c€lulas de caracter baséfilo (b) y células digestivas
(d). (Azul de metileno). E: corte semifino de glandula digestiva de un individuo control, en el
que se observa el tejido intersticial que rodea a los tibulos, formado por células llenas de
material granular de reserva (*) e inclusiones lipidicas (flechas). (Azul de metileno). F: imagen
correspondiente a la anterior, pero de un individuo sometido a contaminacién durante 21 dfas.
Se observa como las células que rodean los tibulos aparecen vacias (*). (Azul de metileno).
Escalas, A: 100 pm; B-F: 50 um.

(Right page). Figure 3. A: paraffin section of the digestive gland of a control specimen,
showing the texture of the intersticial connective tissue (T) and the distribution of the gland
tubules (Gd) and hemolynphatic ducts (v). (H/E). B: detail of the digestive gland tubules of the
same specimen. The pseudostratified epithelium (ep) and the different arrangements the
tubules span (L) can have are visible (H/E). C: paraffin section of the digestive gland of an
specimen exposed to 5 mg HgCl2 for 21 days. It is noticeable the clear desestructuration of the
intersticial connective tissue (T) and the presence in the latter of cells with a high residual
content (brown cell: cp). Notice the appearance in the tubules cells apical area of great lysoso-
mes (arrow). (H/E). D: semithin section of the digestive gland of a control specimen, where the
two cellular types which make up the epithelium, basophile (b) and digestive (d) cells, are noti-
ceable. (Methylene blue). E: semithin section of the digestive gland of a control specimen,
showing the intersticial tissue surrounding the tubules, made up of cells full of granular
reserve material (*) and lipidic inclusion (arrows). (Methylene blue). F: the same as E, but
belonging to an specimen exposed to contamination for 21 days. Not - that cells surrounding
the tubules are empty (*). (Methylene blue). Scale bars, A: 100 um; B-F: 50 um.

204



POQUET ET AL.: Acumulacion de Hg y alteraciones celulares en ostras contaminadas

205



IBERUS, 14 (2), 1996

su viabilidad se vea seriamente afectada.
Esta resistencia de la ostra, junto con su
capacidad bioacumuladora la convierte
en un importante vector contaminante
dentro de la escala tréfica, con el riesgo
que esto supone en caso de contamina-
cién grave.

El hecho de que la cantidad de Hg
detectada en las branquias sea siempre
superior a la de la masa visceral, parece
l6gico si tenemos en cuenta que las
branquias estan en contacto directo con
el agua y directamente implicadas en la
incorporacién del contaminante.

En los dos bioensayos, la incorpora-
cién de Hg en las branquias sigue un
ritmo creciente, mientras que en la masa
visceral (Figs. 1B y 2B), a partir del deci-
motercer dia de exposicién se inicia una
estabilizacion en la incorporacién del
contaminante en todas las concentracio-
nes utilizadas. Este comportamiento
podria asimilarse al descrito por META-
YER, AMIARD-TRIQUET Y BAUD (1990) en
Crassostrea gigas bajo condiciones de con-
taminacién experimental con Ag. El nivel
méximo de incorporacién de Ag en los
tejidos blandos de C. gigas se alcanza en

el decimocuarto dia de contaminacién
experimental y los porcentajes de Ag
retenidos a partir de este dia no se consi-
deran significativos.

Los datos obtenidos en nuestro estu-
dio indican que la captacién de mercu-
rio en funcién del tiempo por O. edulis
sigue una tendencia exponencial, ya
descrita por otros autores (GEORGE Y
VIARENGO, 1985). Este comportamiento
podria ser explicado por la existencia de
dos procesos distintos de captacién: uno
de ellos consistiria en la entrada de mer-
curio por difusién pasiva, mientras que
en el otro habria una captacién del me-
tal mediante procesos de pinocitosis,
siendo este 1iltimo parcialmente depen-
diente de energia (GEORGE, PIRIE Y Co-
OMBS,1977; WRENCH,1978). Si este punto
se confirmara, seria explicable el hecho
de que la disminucién de la temperatura
modificara el comportamiento de capta-
cién del mercurio durante el segundo
bioensayo, no sélo con la disminucién
de las cantidades acumuladas, sino tam-
bién en la forma de hacerlo. Distintos
autores han confirmado la existencia de
una correlacion positiva entre la acumu-

(Pdgina derecha). Figura 4. A: corte semifino de glandula digestiva de un individuo control, en
el que se observan células digestivas (d). El tejido intersticial que envuelve el tibulo presenta
numerosas inclusiones lipidicas. (Azul de metileno). B: la region celular que contiene el glucé-
geno manifiesta reaccién positiva frente a la técnica de Thiéry. Se aprecian también algunos’
granulos de glucégeno en la regién basal del epitelio del tibulo adyacente (flecha). C: detalle
de una célula del tejido vesicular, en la que se aprecia la distribucién periférica de los lipidos
(1) y el elevado contenido de glucégeno (g). D: célula baséfila del epitelio de un tibulo de la
glandula digestiva de un individuo control. El reticulo endoplasmatico rugoso se halla distri-
buido en pequefias vesiculas en la periferia del nicleo (N). m: mitocondrias. E: detalle de una
célula digestiva de un ejemplar del periodo t3 de contaminacién. Se observa la abundancia y
dilatacién de los lisosomas (li) y la modificacién del material cromatinico (cr). Escalas, A: 10
um; B-E: 1 pm.

(Right page). Figure 4. A: Semithin section of the digestive gland of a control specimen,
showing the digestive cells (d). The intersticial tissue surrounding the tubule shows numerous
lipidic inclusions. (Methylene blue). B: the cellular area containing glycogen reacts positively
against Thiéry’s technique. Some glycogen granules in the basal area of the adjacent tubule
epithelium are also noticeable (arrow). C: detail of a cell from the vesicular tissue, showing
the peripherical arrangement of lipids (1) and a high glycogen content (g). D: basophile cell
from the ephitelium of a digestive gland tubule in a control specimen. Rough endoplasmatic
reticulum is distributed in small vesicles around the nucleus (N). m: nitochondries. E: detail of
a digestive cell in an specimen of contamination period ts. The abundance and enlargemento
of lysosomes (li) and changes in the chromatinic material (cr) are clearly visible. Scale bars,
A: 10 um; B-E: I um.
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lacién de metales en animales acudticos
y la temperatura (PHILLIPS, 1976;, NAKA-
HARA, KOYA-NAGUI Y SAIKI, 1977), pro-
bablemente debido al aumento de la
tasa de filtracién y a otras actividades
metabdlicas. Asi pues, el descenso
brusco de la temperatura podria haber
alterado uno de los procesos de capta-

cién, probablemente el dependiente de
energia. Sin embargo, para confirmar
este hecho, habria que disefiar un nuevo
modelo experimental, en el que una de
las variables estudiadas fuera, precisa-
mente, la temperatura.

Por otro lado, los resultados obteni-
dos del estudio mediante microscopia
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Optica y electrénica muestran los cam-
bios estructurales y ultraestructurales a
nivel de la gldndula digestiva de los
ejemplares de O. edulis. En los trabajos
ecotoxicoldgicos e histopatolégicos reali-
zados en distintas especies de moluscos
bivalvos se han estudiado las branquias,
el rindén y el hepatopdncreas, como prin-
cipales 6rganos diana en los que se de-
tecta mayoritariamente el efecto de los
contaminantes inorgdnicos (GEORGE Y
VIARENGO, 1985; METAYER, AMIARD-TRI-
QUET Y BAUD, 1990). En la especie O. edu-
lis que hemos estudiado, las alteraciones
histoldgicas afectan tanto al epitelio de
los tibulos de la gldandula digestiva
como al tejido conjuntivo intersticial. La
reduccion del epitelio de los tibulos de
la gldndula digestiva se ha descrito en
distintas especies de moluscos como una
alteracién histolégica en respuesta a dis-
tintos tipos de contaminacién , ya sea
con metales o bien con derivados del pe-
tréleo (MARIGOMEZ, SAEZ, CAJARAVILLE,
ANGULO Y MovYa, 1990). Los resultados
de cardcter cualitativo indican que los
cambios a nivel histolégico y celular se
hallan estrechamente relacionados con
las concentraciones de contaminante uti-
lizadas. A nivel de la glandula digestiva
de Littorina littorea se ha cuantificado el
aumento de tamafio del sistema vacuolar
y lisosémico de las células de la glandula
digestiva en respuesta a concentraciones
subletales de cadmio (MARIGOMEZ, VE-
GA, CARAJAVILLE Y ANGULO, 1989).

Por otro lado, los estudios prelimi-
nares que estamos llevando a cabo en O.
edulis reflejan cambios en los sistemas
de endomembranas, asi como a nivel de
la envoltura nuclear y también en Jlos
microvilli y algunos cilios de las células
epiteliales de los tibules de la glandula
digestiva. Este tipo de alteraciones ultra-
estructurales han sido ya descritas a ni-
vel de los epitelios vibratiles de otras es-
pecies de moluscos bivalvos, también
procedentes de los cultivos del delta del
Ebro en distintos casos de infestacion
por pardsitos (DURFORT , FERRER, SA-
GRISTA, POQUET, BOzz0O, GARCIA VALERO
Y RIBES, 1991). Asimismo, la mayor pre-
sencia de «células pardas» en el tejido
intersticial de los individuos contamina-
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dos, creemos que responde a un incre-
mento de Ja funcién macrofdgica como
respuesta a la contaminacién.

En la glandula digestiva de O. edulis
hemos observado como la desestructu-
racion del tejido conjuntivo intersticial
va acompanada de una dispersién del
contenido granular, que implica una
neta disminucién del material de re-
serva, tanto de glucégeno como de lipi-
dos. En principio, cabria pensar que esta
variacién podria estar relacionada con el
cambio de dieta al que se sometieron las
ostras estudiadas, pero, de ser asi, los
cambios también serfan evidentes en los
individuos control que, como hemos
visto muestran una constituciéon normal.
La disminucién del contenido de reser-
vas en la gldndula digestiva ha sido ob-
servada en moluscos gasterépodos al
cabo de una hora de la administracién
de un molusquicida (Cletocarb 0,01%o) ,
lo que pone de manifiesto como las va-
riaciones de las sustancias de reserva se
hallan estrechamente relacionadas con
las concentraciones de distintos tipos de
contaminante incorporadas a la alimen-
tacion (TRIEBSKORN Y KunNast, 1990).
Este tipo de alteraciones de cardcter me-
tabdlico se han observado en ejemplares
de Crassostrea gigas sometidos a conta-
minacién experimental con Ag (MAR-
TOJA, BALLAN-DUFRANCAIS, JEANTET,
GOUZERTH, AMIARD, AMIARD-TRIQUET,
BERTHET Y BAUD, 1988; METAYER ET AL.,
1990). Dichos autores relacionan las de-
ficiencias en el contenido en glucégeno
de la glandula digestiva con un efecto
inhibidor de la Ag a nivel de las vias
metabdlicas. La verificacion de esta hi-
potesis en lo que se refiere a los efectos
del Hg sobre O. edulis tendria que ba-
sarse en un estudio de la especiacion del
mercurio analizado.

En los casos de contaminacién con
mercurio se ha comprobado que, en al-
mejas, niveles de contaminacién del or-
den de 0,6 pg/1 producen un descenso
en los niveles de glucégeno con la consi-
guiente acumulacién de acido lactico
(SATYHYANATHAN, NAIR, CHACKO Y
NAMBISAN, 1988). Asimismo existe la
posibilidad de gi» O. edulis emplee es-
trategias metabdhcas parecidas a las de



